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@ Optlscher Sensor. 



@ Die Erfindung betrifft einen optischen Sensor zur Messung der Konzentration von Metallionen, vorzugsweise 

von Zink(ll)-lonen, wobei der Sensor Calcein enthalt, das durch eine chemische Reaktion an eine Matrix 

gebunden lund dadurch innmobilisiert ist. 

Aufgabe der Erfindung ist, einen Sensor dieser Art vorzuschlagen, der reversibel ist und dessen Matrix 

chennisch bestandiger ist als die bekannte Matrix Cellulose. 
^ Diese Aufgabe wird dadurch gelost, da/5 als Matrix ein Glas mit poroser Oberflachenstruktur vorgesehen ist. 

^ Die Erfindung betrifft weiterhin Herstellungsverfahren fur den Sensor und das Zwischenprodukt Aminocal- 

^ cein. 
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Die Erfindung betrifft einen optischen Sensor gema/J dem Oberbegriff von Anspruch 1 , zwei Verfahren 
zu seiner Herstellung, das Zwischenprodukt Aminocalcein und ein Verfahren zu dessen Herstellung sowie 
eine Verwendungsmogiichkeit des optischen Sensors. 

Aus der Veroffentlichung mit denn Titel "Fluorescence Techniques in the Microdetermination of Metals 
5 in Biological Materials" von Donald F. Hoelzl Wallach und Theodore L. Steck, Analytical Chemistry Vol 35, 
No. 8, July 1963, ist Calcein und seine Verwendbarkeit zur Analyse von Zink(ll)-lonen bekannt. Die Autoren 
geben fur Calcein die folgende Strukturformel an: 



R 



75 




20 

Diese Formel scheint die Struktur von Calcein jedoch nur unzureichend wiederzugeben. Offensichtlich 
enthalt Calcein zwar zwei Iminodiessigsaurereste, doch konnen deren Stellungen nicht genau lokalisiert 
werden. Moglicherweise ist Calcein ein isomeres Gemisch von zweifach mit Iminodiessigsaureresten 

25 substituiertem Fluorescein. 

Im folgenden wird unter Calcein ein im Xanthen-Ringsystem mit zwei Iminodiessigsaureresten substitu- 
iertes Fluorescein verstanden, wobei die Stellung der Reste offen bleibt. 

Zur Analyse von Zinkionen wurden in der genannten Veroffentlichung Calceinlosungen eingesetzt. Es 
wurde beobachtet, da/3 im pH-Bereich zwischen 5.5 und 3,5 die Fluoreszenz von freiem Caicein stark 

30 abnimmt, wahrend der Chelatkomplex des Calceins mit Zink(ll)-lonen in diesem pH-Bereich fluoresziert. Die 
Autoren sind jedoch der Ansicht,da/3 dieses Phanomen von geringem Nutzen fur die Analytik ist, weil die 
Affinitat von Calcein fur Zink in diesem pH-Bereich sehr gering ist (vgl. Seite 1039,rechte Spalte). Deshalb 
wird vorgeschlagen. einen Calcein-Chelatkomplex mit zweiwertigem Kobalt vorzulegen. In einem solchen 
Komplex kann Zink das Kobalt verdrangen. Somit konnte durch Einstrahlen von Licht und Bestimmen der 

35 Intensitat des Fluoreszenzlichts auf die Zink-Konzentration geschlossen werden, wenn ein solcher Kobalt- 
komplex verwendet wird. 

Ein solches Verfahren konnte jedoch nicht reversibel durchgefuhrt werden. Fur jede Analyse mu/3te ein 
Kobalt-Calceinkomplex vorgelegt und die zu analysierende Losung zugegeben werden. 

Aus der Veroffentlichung mit dem Titel "Immobilized Calcein for Metal Ion Preconcentration'* von L. A. 

40 Saari und W. R. Seitz, Analytical Chemistry, Vol. 56, No. 4, April 1984 ist ein Sensor der eingangs 
genannten Art bekannt, bei dem Calcein durch eine chemische Reaktion an eine Matrix aus Cellulose 
gebunden ist. Die Matrix wird auf das Ende eines sich verzweigenden Lichtleiters aufgebracht. Ein Zweig 
des Lichtleiters dient der Einstrahlung von Licht einer geeigneten Wellenlange, wahrend mit dem anderen 
Zweig die emittierte Fluoreszenzstrahlung transportiert und an dessen Ende gemessen wird. Bei pH-Werten 

45 zwischen etwa 5 und 7 ist die Bindung von Ubergangsmetallionen an Calcein jedoch so stark, da^ die 
Ubergangsmetallionen vollstandig aus der Metallionen-Losung extrahiert werden. Ein solcher Sensor ist 
unter diesen Bedingungen nicht reversibel. Urn immobilisiertes Calcein in einem reversiblen Sensor zu 
nutzen, schlagen die Autoren vor, bei einem niedrigeren pH-Wert zu arbeiten. Bezuglich der Analyse von 
Zink{ll)-lonen greifen die Autoren den oben erwahnten Vorschlag auf, mit Co(ll)-lonen beladenes Calcein 

50 einzusetzen. Jedoch ware ein solcher Sensor ebenfalls nicht reversibel. 

Aus der DE-PS 30 01 669 ist eine Vorrichtung zur Messung von physikalischen Grofien und von 
Stoffkonzentrationen bekannt. Hierfur wird vorgeschlagen, einen durch eine Membran abgetrennten Raum 
vorzusehen, der einen auf die zu messende Gro/Je optisch ansprechenden Indikatorstoff enthalt. Die zu 
messenden Stoffe durchdringen die Membran und gehen mit dem Indikatorstoff eine Reaktion ein. Das 

55 Ausschwemmen des Indikatorstoffes soil verhindert werden, indem der Indikatorstoff unter Verwendung 
eines BruckenmolekCils covalent an die Membran gebunden wird. Als Membran wird unter anderem 
Siliconkautschuk vorgeschlagen. Zur Bildung der Brucke zwischen Membran und Indikatorstoff wird ein 
Silan, vor allem 3-(Triathoxysilyl)-propylamin verwendet. 
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Aufgabe der Erfindung ist. einen Sensor der eingangs genannten Art bereitzustellen, der reversibel ist 
und dessen Immobilisierungsmatrix chemisch. vor allem in Bezug auf eine Hydrolyse, bestandiger ist als 
die bekannte Matrix. 

Die Aufgabe wird erfindungsgemaC durch das gekennzeichnete Merkmal des ersten Patentanspruchs 
5 gelost. In den abhangigen Anspruchen sind besonders bevorzugte Ausfuhrungsformen angegeben. In den 
weiteren Anspruchen warden Verfahren zur Herstellung des erfindungsgenna/Jen Sensors sowie das Zwi- 
schenprodukt Anninocalcein und ein Verfahren zu dessen Herstellung angegeben. 
Fig. 1 zeigt eine mogliche Mefianordnung. 
Fig. 2 zeigt eine Eichkurve fur Zink(ll)-lonen, 
10 Die Me/3anordnung besteht aus einer Lichtquelle 1, aus der mit Hllfe eines Filters 2 ein monochronnati- 
scher Strahl der Wellenlange 488 nnn ausgeblendet wird. Der Strahl trifft innerhalb einer Kuvette 5, die die 
Probelosung enthalt, auf den erfindungsgenna/Jen Sensor 4, der auf einem optisch transparenten Mediunn 3, 
beispielsweise einer Glasplatte, mit Hilfe von Silikonkautschuk aufgebracht ist. Die entstehende Fluores- 
zenzstrahlung der Wellenlange 508 nnn wird nach Durchgang durch einen weiteren Monochromator (nicht 
75 dargestellt) nnit einem geeigneten Photomultipier 6 und entsprechenden Auswerteeinrichtungen detektiert, 
wobei die Intensitat ein Ma/3 fur die Konzentration der Metallionen darstellt. 

Selbstverstandlich kann auch die von Saari et al vorgeschlagene Me/Janordnung verwendet werden. 
Wesentlich ist, da/3 Calcein kovalent, vorzugsweise uber ein bewegliches Bruckenmolekul. an die 
Oberflache von porosem Glas gebunden ist. Diese Ma/Jnahme gewahrleistet die Reversibilitat des Sensors. 
20 Dadurch kann insbesondere auch auf den Einsatz von weiteren Metallionen, mit denen der Sensor 
vorbeladen wird, verzichtet werden. Das erfindungsgema/3e Matrixmaterial ist zudem chemisch bestandiger 
als Cellulose; es wird insbesondere weniger leicht hydrolysiert. 

Prinzipiell ist es ausreichend, wenn die Oberflachenstruktur des Glases poros ist. Beispielsweise konnte 
eine Lichtleiterfaser, deren Ende aus porosem Glas besteht Oder auf deren Ende ein poroses Glas 
25 aufgebracht ist, verwendet werden, urn Calcein chemisch zu binden. Eine andere Moglichkeit besteht darin, 
poroses Glas, an dessen Oberflache Calcein immobilisiert ist. auf einem festen, optisch transparenten 
Trager zu fixieren, wobei dem Trager lediglich die Aufgabe zufallt, dem Sensor eine vorgegebene Form .-3. 
und eine hohere mechanische Bestandigkeit zu verleihen. - 

Als Tragermaterialien kommen insbesondere Glas und optisch transparente Kunststoffe in Betracht. Als 
30 Trager konnen Lichtleiter oder Scheiben verwendet werden, die in eine Probelosung eintauchen. Beispiels- 
weise kann die Glaswand einer geeignet geformten Kuvette eingesetzt werden. 

Die Verbindung zwischen dem porosen Glas, auf dem Calcein immobilisiert ist, und dem Trager wird ^ 
vorzugsweise mit Silikonkautschuk hergestellt. ^ 
Der erfindungsgemafle Sensor ist zur Analyse von Zink(ll)-lonen besonders geeignet. Die Probelosun- 
35 gen sollen in diesem Fall einen pH-Wert im Bereich zwischen 4 und 7 aufweisen. 

Zur Herstellung des erfindungsgema/3en Sensors gibt es zwei Synthesemoglichkeiten, wobei eine der 
Synthesen von Aminocalcein ausgeht. 

Die Erfindung wird im folgenden anhand von Beispielen naher eriautert. 

40 Beispiel 1: 

Herstellung des Calcein-Sensors (Verfahren 1) 

Sogenanntes "Controlled Porous Glass" (CPG) mit Poren eines mittleren Durchmessers von 770 nm 
45 (77 A) und einer spezifischen Oberflache von 182 m^/g wird mit Glycidoxypropyl-Triethoxysilan silanisiert 
(Schritt a). Hierzu wurden 3,5 g CPG unter Ruhren in 150 ml Toluol in Stickstoffatmosphare auf 80 ' C 
erhitzt. Nach Zugabe von 1,5 g des Silans wurde bei 80' vier Stunden lang geruhrt. Sch[ie/3lich wurd das 
CPG abfiltriert, mit 50 ml Toluol und 100 mt Aceton gewaschen und bei 90' C getrocknet. Das 
physisobierte Silan wurde durch 4-tagige Hei/3extraktion mit Methanol entfernt. 
50 Anschlie^end wurde das Epoxid durch eintagiges Ruhren des silanisierten CPG in 2 n MCI sauer 
hydrolysiert (Schritt b), wobei sich ein Diol bildet.Das Produkt wurde abfiltriert, mit 100 ml bidestilliertem 
Wasser sowie 100 ml Methanol gewaschen und bei 70 C getrocknet. Kommerziell erhaltliches Calcein 
wurde durch eine Friedels-Craft-Alkylierung mit dem Diol auf dem CPG umgesetzt (Schritt c). Hierzu 
wurden 467 mg Calcein in 50 ml Eisessig bei 100 C gelost. Es wurden 353 mg des Diols aus Schritt b und 
55 10 ml konzentrierte Schwefelsaure zugesetzt und 12 Stunden bei 100 C geruhrt. Die Reaktionsmischung 
wurde auf 200 ml Eiswasser gegossen. Aschlie/Jend wurde das Produkt abfiltriert, mit 200 ml bidestilliertem 
Wasser gewaschen und 3 Tage mit Aceton hei/3extrahiert. 
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a) ^-OH + (H3CCH20)3Si /VVl > § 'O-S i/VV | 

\0 \0 

HVH2O 

b) /VVl > i-o-si/vV\oH 

\o I 

OH 

Calcein 

c) g-o-si /VV\oH >3-o-si/vV/ 

I -H20 I 

OH Calcein 

75 

Beispiel 2: 

Herstellung des Calcein-Sensors (Verfahren II) 

20 Sogenanntes "Controlled Porous Glas" (CPG) mit Poren eines mtttleren Durchmessers von 770 nnn (77 

A) und einer spezifischen Oberflache von 182 m2/g wird mit N-(Aminoethyl)-Aminopropyl-Triethoxysilan 
silanisiert (Schritt a). Hierzu werden 3,5 g CPG in 150 ml Toluol p. a. unter Ruhren auf 80* C erhitzt. Die 
Suspension wurde mit trockenem Stickstoff gespult, bis die Reaktionstemperatur erreicht war. Nach Zugabe 
von 1.632g des Silans wurde bei 80' C vier Stunden lang geriihrt. Das CPG wurde abfiltriert, mit 50 ml 

25 Toluol und 100 ml Aceton gewaschen und bei 90" C vier Stunden lang getrocknet. Das physisorbierte Silan 
wurde durch 4-tagige Hei^extraktion mit Methanol entfernt. 

Die auf dem CPG chemisch fixierten Aminogruppen werden mit Thiophosgen in Phosphatpuffer pH 6.88 
zu Isothiocyanatgruppen umgesetzt (schritt b). Das nach den Schritten a und b grenzflachenmodifizierte 
CPG wird mit Aminocalcein zur Reaktion gebracht, wobei ein Thioharnstoffderivat entsteht (Schritt c). 

30 Hierzu wurden 37,6 mg Aminocalcein in 5 ml Phosphatpuffer pH 8,0 gelost. Es wurden 68,8 mg des 

nach Schritt b erhaltenen Produkts zugegeben und 30 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Das Produkt 
wurde abfiltriert, mit 500 ml bidestilliertem Wasser gewaschen und 3 Tage mit Aceton heifiextrahiert. 



35 



a) ^ -OH + (H3C-CH2-O) 3Si-C3HgNHC2H4NH2 -> § -0-Si-C3HgNHC2H4NH2 

CI2CS 

b) > ^ -0-Si-C3H^NHC2H4NCS 



Amino-Calcein 

c) > ^ -0-Si-C3HgNHC2H4-NH-C(S) -NH-Calcein 



45 Beispiel 3: 

Herstellung von Aminocalcein 

7,3 g (0,02 mol) Aminofluorescein werden in 20 ml 60%igem Ethanol gelost. Es werden 6 ml 30%ige 
50 Natronlauge zugegeben (Losung 1). 

10,6 g (0,08 mol) Iminodiessigsaure werden in 15 ml destilliertem Wasser gelost und mit 12 ml 30%iger 
Natronlauge gelost (Losung 2). 

Die Losungen 1 und 2 werden auf 4' C gekuhit und unter Ruhren vermischt, 

Anschlie/Jend werden 7,5 g 37%iges Formaldehyd tropfenweise unter Ruhren zugegeben, wobei die 
55 Temperatur der Reaktionsmischung unter 4' C gehalten wird. 

Die Reaktionsmischung wird danach auf 70' C erwarmt und 8 Stunden bei 70° C geruhrt. Nach dem 
Abkuhlen auf Raumtemperatur wird auf 1000 ml verdunnt und mit 3,5 n Salzsaure bis zum Ausfallen des 
Rohprodukts versetzt (pH ca. 2,5). Der Niederschlag wird abfiltriert und mit 2 I Wasser gewaschen und an 
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der Luft trocknen gelassen. 

Zur Reinigung wird das Rohprodukt in 50 ml heiflem 70%igem Ethanol gelost und sofort filtriert. Das 

Produkt fallt nach dem Abkuhlen des Filtrats aus. Es wird abgetrennt und 3 mal aus 70%igem Ethanol 
umkristallisiert. 

Beisplel 4: 

Aufbrlngen des Produkts aus den Beispielen 1 Oder 2 auf einen Trager 

Das Ende eines Lichtleiters oder eine Glasplatte als optisch transparente Trager wurden mit Siliconkaut- 
schuk bestrichen. Nach einer Wartezeit von 35 Minuten wird das Glaspulver mit dem immobilisierten 
Calcein aufgestreut. Man Vadi ca 12 Stunden ausharten und entfernt das uberschussige, nicht haftende 
CPG. 

Die folgenden Beispiele wurden mit den nach Beispiel 1 und 2 erhaltenen Sensoren, die gemafl 
Beispiel 4 auf eine Glasplatte aufgetragen wurden, durchgefuhrt. 

Beispiel 5: 

Nachweis der Reversibilitat des erfindungsgemaflen Sensors 

In einer Me/Janordnung gema/3 Fig. 1 wurde der erfindungsgema/Je Sensor wechselweise mit einer Zn- 
(ll)-lonen enthaltenden Losung und mit einer Blindlosung in Kontakt gebracht. Die Blindlosung bestand aus 
einer Pufferlosung mit einem pH von 4,7. Die Versuchsergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusam- 
mengefafit: v 





Konzentration von 
Zn(ll) in ppm 


Intensitat des Fluoreszenzlichts (508 nm) 


Me/3zeit in min. 




0 


84,67 


30 


30 


1 


113,34 


5 




0 


85,69 


25 




1 


110,27 


5 




0 


83,64 


25 




1 


109,29 


5 


35 


0 


88,76 


25 




1 


114,12 


5 



40 



Me/3bedingungen: 



45 



Spaltbreite 


Anregung (488 nm): 
Emission (508 nm): 


1 ,5 nm 
3,0 nm 


pH-Wert der Zn-Losung: 


4,7 

0,5 ppm 
3 % 


Nachweisgrenze (3 Sigma): 


Me^fehler: 



50 
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Beispiel 6: 

In-line-Messungen mit dem erfindungsgemaCen Sensor und Zn(ll)-lonen enthaltenden Losungen 
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Konz. von 2n(H) in mg/l: 


1 


5 


10 


1 


5 


1 


etc. 


Meflzeit in Minuten: 


2 


2 


2 


5-7 


2 


<5 





Der erfindungsgema^e Sensor erwies sich uber einen Zeitraum von 3 Tagen als stabil. Die Eichkurve 
gemafi Fig. 2 gibt die Mittelwerte uber diesen Zeitraum an. Danach mu/5 der Sensor nachkalibriert werden. 
Im folgenden werden die Me^ergebnisse zusammengestellt: 



Me/3fehler der Eichkurve:ca. 


3 % 


Nachweisgrenze: 


0.5 mg Zn(l!)/I 


Empfindlichkeit: 


25 Einheiten/mg Zn(ll)/I 


Ansprechzeit: 


2 min. 


Abklingzeit: 


abhangig von der Zn(!l)-Konzentration in der Losung; 
nnax. 30 min., wenn der Sensor im Sattigungsbereich 
war und bis zum Blindwert gemessen wurde. 



Die Vorteile des erfindungsgema/^en Sensors konnen wie folgt zusammengefa/5t werden: 
Der Sensor lafit eine sehr kompakte Bauweise zu; er ist insbesondere fur in-line Messungen an schwer 
zuganglichen Orten geeignet. Die Ansprechbarkeit ist uber Tage stabil; dieser Zeitraum la/Jt sich durch 
Nachkalibheren noch verlangern. Ein weiterer Vorteii ist die leichte Austauschbarkeit und der geringe 
Aufwand fur periphere Gerate (Lichtquelle, Monochromator, Photomultipier mit Auswerteeinheit), wodurch 
sich ein kostengunstiges Me/3verfahren ergibt. Zudem zeigt die Sensor-Matrix etwa die gleiche chemische 
Bestandigkeit wie ein Lichtleiter. 

Patentanspriiche 

1. Optischer Sensor zur Messung der Konzentration von Metallionen, 

a) der Calcein enthalt, 

b) das durch eine chemische Reaktion an eine Matrix gebunden und dadurch immobilisiert ist, 
dadurch gekennzeichnet, dafi 

c) die Matrix ein Glas mit poroser Oberflachenstruktur ist. 

2. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/J die Matrix ein poroses Glas mit 
einem mittleren Porendurchmesser von 7,7 bis 100 nm und einer spezifischen Oberflache von 25 bis 
200 m^/g darstellt. 

3. Optischer Sensor nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da/? das Glas auf einem festen, optisch 
transparenten Medium aufgebracht ist. 

4. Verfahren zur Herstellung des optischen Sensors gemafl Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
da/3 

a) das Glas mit einem Aminoalkyl-Alkoxysilan silanisiert wird, 

b) die dabei auf dem Glas chemisch fixierten Aminogruppen mit Thiophosgen zu Isothiocyanatgrup- 
pen umgesetzt werden, 

c) die tsothiocyanatgruppen mit Aminocalcein zu Thioharnstoffderivaten umgesetzt werden. 

5. Verfahren zur Herstellung des optischen Sensors gema/3 Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
da/3 

a) das Glas mit einem Epoxyalkyl-Alkoxysilan silanisiert wird, 

b) die Epoxygruppe sauer hydrolysiert wird, wobei ein Diol entsteht, 

c) Calcein durch eine Friedel-Crafts-Alkylierung mit dem Diol umgesetzt wird. 

6. Verfahren zur Herstellung des optischen Sensors gemaC Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da^ das 
Glas mit Hilfe von Silikonkautschuk auf dem festen, optisch transparenten Medium aufgebracht wird. 

7. Aminocalcein der Formel 
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NH2 



wo zwei der Reste R jeweils einen Iminodiessigsaurerest [-CH2-N(CH2COOH)2] und die ubrigen 
Wasserstoff bedeuten. 



20 



8. Verfahren zur Herstellung von Aminocalcein gema^ Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 6a{i in an 
sich bekannter Weise Aminofluorescein mit Iminodiessigsaure umgesetzt wird. 
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50 



9. Verwendung des optischen Sensors gemaB Patentanspruch 1,2 oder 3 zur Bestimmung der Konzentra- 
tion von Zink(ll)-lonen in einenn Verfahren, bei dem der optische Sensor mit Licht bestrahit wird und aus 
der Intensitat des Fluoreszenzlichts die Konzentration ermtttelt wird. 
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Fig 1 




Zn Img/ll 
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